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Abstract: Entrophospora colombiana, Trichodermasp.,
Pseudomonas fluorescens and a combination of these 
organisms were evaluated as antagonists in biologi-
cal control of Fusarium oxysporumf. sp.phaseoli on ‘ICA
Tundama’ variety bean plants. The research was 
carried out in one of Corpoica’s mesh-houses using 
a completely randomized design, with 5 treatments, 
an absolute control treatment (no microorganisms 
present) and an infected control treatment (pathogen 
only). Evaluation was made during flowering, pod-
filling and harvesting. The results revealed the low 
effectiveness of the organisms applied and they did 
not seem to be very promising in terms of control-
ling vascular diseases. However, good colonisation of 
bean roots by Entrophospora colombiana was observed, 
but without invigorating plant growth. Pseudomonas 
fluorescens increased plant growth and vigour. Apply-
ingTrichodermasp. did not present any antagonistic 
effect, although it was the best treatment when com-
pared to the other treatments.
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Resumen:Entrophospora colombiana, Trichoderma sp.,
Pseudomonas fluorescens y una combinación de estos an-
tagonistas fueron evaluados como biocontroladores 
deFusarium oxysporum f. sp. phaseoli en plantas de fríjol 
de la variedad ‘ICA Tundama’. El ensayo se estableció 
en una casa de malla del Programa nacional de ma-
nejo integrado de plagas (MIP) de la Corporación Co-
lombiana de Investigación Agropecuaria (Corpoica), 
en el Centro de Investigación Tibaitatá, Mosquera 
(Cundinamarca), utilizando un diseño completamen-
te aleatorizado, con 5 tratamientos más un testigo 
absoluto y un testigo infectado. Las evaluaciones se 
realizaron durante la floración, el llenado de vainas y 
la cosecha. Los resultados fueron poco efectivos con 
los organismos utilizados y no parecen ser muy pro-
misorios para el manejo de este tipo de enfermeda-
des vasculares. Sin embargo, se encontraron valores 
destacables de colonización en las raíces de fríjol por 
parte de E. colombiana, pero sin mostrar un efecto vigo-
rizante en el crecimiento de las plantas. La presencia 
de P. fluorescens aumentó el vigor de las plantas y dio 
como resultado un mayor crecimiento. La aplicación 
deTrichodermasp. no presentó un poder antagónico 
aceptable, aunque fue el mejor resultado de control 
con respecto a los demás tratamientos.
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UNO DE LOS PROBLEMAS FITOSANITARIOS de gran impor-
tancia en Colombia y en la zona andina es el marchi-
tamiento vascular ocasionado por Fusarium oxysporumf. 
sp. phaseoli. El manejo convencional de esta enfermedad 
por los agricultores es difícil, teniendo que recurrir a 
la aplicación de fungicidas que, a veces, resultan defi-
cientes, incrementan los costos de producción, contri-
buyen a la contaminación ambiental y deterioran la 
biota del suelo.
La rotación de cultivos es un método de control uti-
lizado que sólo proporciona una reducción parcial del 
inóculo del patógeno. El tratamiento químico de las se-
millas puede eliminar parcialmente el problema al con-
trolar el inóculo presente en ellas, pero sin ocasionar 
mayor efecto contra el patógeno en el suelo. La resis-
tencia genética como alternativa de control, a pesar de 
ser la de más fácil aplicación, es una solución de difícil 
desarrollo, en especial para hongos vasculares, por la 
complejidad del medio en que se presenta la interac-
ción patógeno-hospedero y por el tiempo que toma la 
obtención de variedades resistentes.
Por ello, ante las limitaciones en el manejo de la en-
fermedad, surge la necesidad de plantear alternativas 
sustitutivas o complementarias a las existentes, como 
el control biológico, importante para la recuperación 
del equilibrio de los agroecosistemas y para el aprove-
chamiento del potencial antagonista natural de ciertos 
microorganismos contra patógenos vulnerables.
Los objetivos del presente trabajo fueron evaluar, 
bajo condiciones de invernadero, el efecto biocontro-
lador del hongo Trichoderma sp., de la endomicorriza 
Entrophospora colombiana y de la bacteria Pseudomonas 
fluorescens sobre el marchitamiento vascular del fríjol 
ocasionado por Fusarium oxysporumf. sp.phaseoli,como 
contribución al desarrollo de una alternativa para el 
manejo integrado de la enfermedad. 
Materiales y métodos
Los aislamientos de Trichoderma sp. utilizados se obtuvie-
ron de diversos suelos de la Sabana de Bogotá. P. fluo-
rescens provino del Banco del Centro de Investigaciones 
Microbiológicas (CIMIC) de la Universidad de los Andes 
y el inóculo de la micorriza, de plantas de yuca del Ban-
co de Microorganismos de Corpoica, Centro de Inves-
tigación Tibaitatá.
Las pruebas de antagonismo se realizaron mediante 
la técnica de enfrentamiento en cajas de Petri con me-
dioPDA (papa-dextrosa-agar), colocando el patógeno en 
un disco de PDA de 5 mm de diámetro a 1 cm del borde 
de la caja y, de manera equidistante, en forma opues-
ta se colocó un disco de micelio de Trichodermasp. Esta 
prueba se evaluó mediante la fórmula: 
Antagonismo (%) = [(crecimiento del antagonista – cre-
cimiento del patógeno)/crecimiento del patógeno] ·100
Las pruebas de antagonismo entre F. oxysporum y P. 
fluorescens se realizaron de dos maneras: se sembró un 
disco de agar con el patógeno en un extremo de la caja 
de Petri y en el otro, la bacteria en estría, evaluando el 
crecimiento del patógeno cada día. La segunda prue-
ba de antagonismo se realizó sembrando la bacteria en 
todo el medio de cultivo a punto de solidificarse y, a los 
4 d, se sembraron 3 discos del patógenosobre el medio, 
evaluando de manera directa cada 2 d el crecimiento 
de F. oxysporum.
Pruebas de patogenicidad
Se transplantaron semillas de fríjol germinadas a suelo 
inoculado con el patógeno en una relación de 30% en 
peso por matera de 2 kg. La evaluación se realizó a par-
tir del sexto día, con el propósito de registrar el número 
de plantas con síntomas del marchitamiento vascular. 
El patógeno se aplicó 2 d antes de la siembra, mediante 
la inoculación de 4 g de sustrato (arroz) conteniendo 
el hongo en cada matera y su mezcla posterior con el 
suelo. Trichoderma sp. se aplicó de manera similar 5 d 
antes de la siembra, en una dosis de 2 g pormatera. La 
bacteria P. fluorescens se aplicó al momento de la siembra 
mediante la inmersión de las semillas en una suspensión 
bacterial con una concentración 1· 108 ufc· mL-1. De la 
micorriza se aplicaron en el momento de la siembra 2 g 
por matera del inóculo completo. 
Tratamientos. Los tratamientos definidos para la inves-
tigación fueron: 1) testigo absoluto, sin ningún micro-
organismo adicional; 2) F. oxysporum; 3) F. oxysporum
+Trichoderma sp.;4) F. oxysporum + E. colombiana;5) F. 
oxysporum + P. fluorescens; 6) F.oxysporum +Trichoderma 
sp. + E. colombiana;7) F. oxysporum + P. fluorescens + E. 
colombiana. Se utilizó un diseño completamente al azar 
con 7 tratamientos y 10 repeticiones. 
Las evaluaciones se realizaron al momento de la flo-
ración, del llenado de vainas y la cosecha, utilizando 
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la escala establecida por el Centro Internacional de 
Agricultura Tropical (CIAT) (Abawi y Pastor-Corrales, 
1990). En cada evaluación se tomaron 10 plantas por 
tratamiento. Las variables para evaluar fueron: longi-
tud de la parte aérea y de la raíz, número de vainas por 
planta, número de granos por planta, número de gra-
nos por vaina, incidencia y severidad de la enfermedad, 
tasa de colonización y esporulación de la micorriza. La 
información obtenida se sometió a análisis de varianza, 
pruebas de rango múltiple y correlaciones. 
Resultados y discusión
Prueba de antagonismo in vitro
En las pruebas de antagonismo in vitro,Trichodermasp.
inhibió el crecimiento de F. oxysporum f. sp. phaseoli, de-
teniendo su crecimiento a los 3 d; a los 7 d se presentó 
una invasión total del micelio del patógeno. Trichoder-
ma sp. se caracterizó por un crecimiento radial, capaz 
de inhibir 64% el crecimiento de F. oxysporum, en tanto 
que P. fluorescens ocasionó una inhibición parcial del 
crecimiento de Fusarium oxysporum, sin formación del 
micelio aéreo característico y sin tomar la coloración 
típica de la colonia.
Pruebas de patogenicidad en plantas de fríjol
En la prueba de patogenicidad en plantas de fríjol se 
confirmó el carácter patogénico de la cepa de F. oxys-
porum f. sp.phaseoli utilizada, con 70% de infección y un 
índice de severidad entre 5 y 7.
Las observaciones realizadas permitieron confirmar 
el efecto negativo de la infección causada por F. oxyspo-
rumf. sp.phaseolisobre el desarrollo normal de la planta, 
constituyéndose en un factor depresivo importante de 
su crecimiento. El promedio de altura de las plantas en 
el tratamiento únicamente con el patógeno fue, para la 
evaluación en floración, 12,03 cm y, al momento de la 
cosecha, 7,53 cm. 
La mayor altura de las plantas se presentó en el tra-
tamiento con P. fluorescens, con un valor promedio de la 
planta al momento de la floración de 32,87 cm y del lle-
nado de vainas de 21,56 cm. Con los demás tratamientos 
se presentaron alturas menores que con el tratamiento 
bacteriano, pero mucho mayores que con la inoculación 
deF. oxysporum solo. La actividad protectora de la mico-
rriza E. colombiana no fue muy eficiente en estimular el 
crecimiento de la planta, por su capacidad de coloniza-
ción lenta, lo que se traduce en una protección pobre y 
muy deficiente contra el patógeno; sin embargo, estos re-
sultados no coinciden con lo reportado por Allen (1996) 
y Sylvia et al. (1999) sobre la acción protectora de esta 
micorriza, descrita ampliamente en la literatura.
La aplicación de la combinación de micorriza E. co-
lombiana con Trichodermasp. y con P. fluorescens no mos-
tró ningún efecto sinergístico. En las aplicaciones con 
Trichoderma sp. se esperaba una mejor respuesta en el 
crecimiento de las plantas, al considerar su efecto be-
néfico sobre diversas clases de plantas (Campbell, 1989; 
Elías et al., 1993; Borda y Arbeláez, 1993; Carver et al.,
1996); sin embargo, fue menos eficiente en estimular 
el crecimiento de la planta, aun cuando se encontraba 
en asocio con un hongo micorrizógeno. Esta respuesta 
podría sugerir que la combinación de Trichoderma sp.y
E. colombiana presentaefectos sinergísticos en contra de 
la acción bioestimulante de los microorganismos sobre 
el crecimiento de la planta. Eventos similares podrían 
haber sucedido en la combinación E. colombiana y P. fluo-
rescens, tratamiento que presentó un comportamiento 
prácticamente igual al anterior.
Todos los tratamientos mostraron un buen crecimien-
to de las raíces, con excepción del tratamiento con el 
patógeno solo, que presentó al momento de la floración 
una longitud de 10,33 cm y de la cosecha tan sólo 4,00 
cm, resultado de la infección y del daño generalizado 
por la presencia del patógeno. 
En cuanto a los tratamientos de control biológico, 
todos superaron significativamente el crecimiento, con 
respecto al testigo de infección y al testigo absoluto. 
Únicamente la aplicación individual de P. fluorescens
presentó un menor crecimiento de las raíces. Una 
primera observación de este resultado indica que no 
existió una relación directa entre la altura de la planta 
y la longitud de la raíz, ya que el testigo absoluto pre-
sentó la mayor altura de la planta, pero también uno 
de los menores crecimientos de la raíz. Esta relación 
se observó en los demás tratamientos, aunque con di-
ferencias menos marcadas. 
El tratamiento con mayor estímulo al crecimiento ra-
dical fue con E. colombiana en forma individual, seguido 
de la combinación de la micorriza con Trichoderma sp.
y del tratamiento de la micorriza más P. fluorescens. A lo 
largo de todo el ensayo se destacó el gran crecimien-
to de las raíces, de manera similar a lo reportado por 
Sieverding (1983), Allen (1989) y Sánchez y Sieverding 
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(1984), ya que la micorriza le facilita a las raíces la ex-
ploración de una mayor área de suelo. Estos resulta-
dos fueron semejantes a los de Duarte y Gil (1997) para 
el control biológico de F. oxysporum y Rhizoctonia solani,
quienes además encontraron un buen estímulo de la 
micorriza sobre el crecimiento radical del fríjol con la 
aplicación de la micorriza Acaullospora mellea.
Severidad de la enfermedad
En todos los tratamientos se evidenció la sintomatología 
típica de la enfermedad ocasionada por F. oxysporumf. sp.
phaseoli.Lossíntomas se presentaron con una severidad 
alta en el tratamiento testigo de infección, mostrando la 
raíz un gran número de lesiones y una disminución signi-
ficativa de raíces secundarias y raicillas, de manera simi-
lar a lo registrado por Abawi y Pastor-Corrales (1990). La 
evaluación del daño ocasionado por el patógeno a través 
de todo el ciclo del cultivo permitió observar cómo en el 
testigo de infección la severidad de la lesión alcanzó en el 
momento de la floración el grado 6,0 y en la cosecha 7,4, 
lo que significa que aproximadamente 50% de las hojas 
y ramas presentaron marchitamiento, clorosis, necrosis 
limitada y enanismo de las plantas.
En términos generales, en los tratamientos para el 
control biológico de la enfermedad se presentaron in-
fecciones poco severas, destacándose aquéllos con apli-
cación de Trichoderma sp., que mostraron al momento de 
la floración una severidad de 1,4, del llenado de vai-
nas de  3,0 y de la cosecha de 2,2. La aplicación de la 
micorriza E. colombiana combinada con Trichoderma sp.
produjo en el momento de la floración y del llenado de 
vainas un grado de severidad de 2,2 y en la cosecha de 
2,6; valores que representan síntomas escasos de la en-
fermedad y decoloración vascular limitada en el cuello 
de la raíz y en algunas raíces secundarias.
El tratamiento con E. colombiana +P. fluorescens pre-
sentó en el momento de la floración una severidad de 
2,2 grados y en la cosecha de 3,0, seguidos por el tra-
tamiento con aplicación individual de la micorriza: en 
la floración con 2,8 grados de severidad, en el llenado 
de vainas con 3,6 grados y en la cosecha con 3,0. Estos 
tratamientos también se diferenciaron del testigo de in-
fección en forma altamente significativa. Los daños en 
las plantas fueron leves, con presencia de pocas hojas 
marchitas, decoloración vascular limitada en los tejidos 
radicales y en el hipocotilo; el desarrollo de la planta 
no se afectó en forma significativa, como tampoco la 
capacidad productiva de la planta. 
Es importante aclarar que la supresión de la enferme-
dad por Trichoderma sp. se encuentra influenciada positi-
vamente por la presencia de los elementos B, Fe, Mg y 
Zn y por altos contenidos de materia orgánica –que se 
encontraban en cantidades apropiadas en el suelo utiliza-
do– y por su capacidad de adaptación a suelos ácidos.
Una de las razones para explicar la baja eficiencia de 
la cepa de E. colombiana pudo ser que la cepa utilizada 
perdió actividad o que el método de multiplicación, la 
época, dosis y frecuencia de aplicación no fueron los 
más adecuados para lograr una acción eficaz y durade-
ra como antagonista.
En cuanto a las micorrizas, se ha visto que factores bio-
lógicos como el crecimiento del tubo germinativo, la pe-
netración en la raíz y la formación de apresorios, pueden 
estar influenciados por otros microorganismos existentes 
en el suelo y, por esto, los resultados obtenidos con la 
micorriza quizás no fueron tan efectivos, contrario a los 
resultados obtenidos por Pérez y Leguizamón-Caycedo 
(1998) en el control de Fusarium spp. con la combinación 
de micorrizas nativas colombianas y Pseudomonas spp.
El tratamiento más eficiente en la protección de la 
planta fue la aplicación de P. fluorescens, que presentó una 
severidad de 5,8 al momento de la floración, reducién-
dose a 4,4 en el llenado de vainas y finalizó al momento 
de la cosecha en 3,8, lo que se tradujo en aproximada-
mente 15%-20% de hojas y ramas marchitas, clorosis y 
necrosis limitada y lesiones, tanto en las raíces principa-
les y secundarias, como en el hipocotilo.
Lo anterior contrasta con los múltiples ensayos regis-
trados en los que se ha utilizado Pseudomonassp. como 
biocontrolador, con disminución de la severidad de va-
rias enfermedades, como marchitamientos vasculares 
(Xi et al., 1996; Schisler et al., 1997). Por lo tanto, es posi-
ble inferir que los resultados obtenidos pueden deberse 
a diferencias en las condiciones de pH y el contenido de 
materia orgánica del suelo, la cantidad del inóculo apli-
cado y la capacidad controladora de la cepa, pues, aun-
que inhibe el normal desarrollo del hongo, no detiene 
de manera total el crecimiento micelial. Es importante 
tener en cuenta que, aun cuando las plantas presenta-
ron una severidad significativa de la infección, llegaron 
a producción y no mostraron pérdida total de la masa 
radical, comparado con el testigo infectado. 
El comportamiento general de los tratamientos para 
el control biológico de F.oxysporum f. sp. phaseoli indica
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que los antagonistas utilizados ejercieron algún grado 
de control de la enfermedad, protección que no fue del 
todo suficiente. Una alternativa para mejorar el efecto 
benéfico de los antagonistas podría ser aumentar la do-
sis aplicada, concentrando las aplicaciones hacia la épo-
ca de siembra y aumentando el número de aplicaciones 
durante el ciclo de cultivo, y, por supuesto, controlar la 
calidad de las cepas.
Incidencia de la enfermedad
La incidencia de la enfermedad, determinada por el 
número de plantas enfermas, fue alta, observándose 
pocas plantas muertas.
En los tratamientos con aplicación de E. colombiana 
en forma individual y combinada con Trichodermasp. y
P. fluorescens, se evidenció un aumento importante en el 
volumen de la raíz y en el número de raicillas; este re-
sultado pudo haber incrementado las posibilidades de 
que las plantas fueran infectadas por el patógeno, al 
existir un contacto mayor, lo que se tradujo en una ma-
yor incidencia de la enfermedad en el tratamiento con 
la micorriza o en la combinación con P. fluorescens. 
Cabe destacar que en los tratamientos con Trichoderma 
sp. solo o combinado con la micorriza y en el tratamien-
to de la bacteria sola se presentó una incidencia menor 
de la enfermedad a lo largo del estudio, lo que podría 
indicar una protección mayor de la raíz por parte de 
estos antagonistas. Sin embargo, es de resaltar que la in-
cidencia de la enfermedad en todos los tratamientos fue 
en general muy alta, lo que indica muy poca eficiencia 
de los tratamientos en la prevención de la infección.
Al considerar la intensidad de la enfermedad por tra-
tamiento (relación de la incidencia con la severidad), se 
pudo observar que este indicador fue muy alto para la 
época de la cosecha en todos los tratamientos, en com-
paración con el testigo absoluto.
Con base en los resultados sobre infección es evidente 
que, en comparación con el testigo absoluto, todos los 
tratamientos presentaron un alto grado de infección, 
destacándose la aplicación de Trichodermasp. como el 
tratamiento con mayor protección para las plantas de 
fríjol, ya que para la cosecha presentó la menor inci-
dencia y los menores daños en las raíces y en las plantas. 
Este tratamiento mantuvo un comportamiento similar 
a lo largo de todo el ciclo de cultivo, por lo que mere-
ce considerarse como una posibilidad para el manejo 
de esta enfermedad, siempre y cuando se agoten otras 
instancias en la investigación, como un aumento en la 
concentración de inóculo y en la dosis, así como la mo-
dificación de las frecuencias de aplicación.
Colonización y número de esporas de 
E. colombiana
Para la variable porcentaje de colonización de la mico-
rriza E. colombiana, no se observaron diferencias signifi-
cativas entre los diferentes tratamientos de la micorriza, 
sola y combinada con Trichodermasp. y con P. fluorescens. 
La colonización de las raíces de fríjol presentó variacio-
nes amplias entre los tratamientos aplicados.
Cabe anotar que E. colombiana no ha sido observada 
en suelos con pH mayor a 5,5 y que la presencia de esta 
micorriza no se ha relacionado con otras características 
del suelo diferentes al pH (Sánchez y Sieverding, 1984). 
Esto indica su adaptación a condiciones muy específicas 
y que con el pH del suelo utilizado pudo verse afectada 
la sobrevivencia de las esporas. 
La colonización por E. colombiana al momento de la 
floración fue 54,2%, al llenado de vainas, 68,8% y a 
la cosecha, 47,7%. Sin embargo, se esperaba una ma-
yor infección de la micorriza al momento de la cosecha, 
con respecto a las dos evaluaciones anteriores, aspecto 
que no se observó en la presente investigación. 
El tratamiento con la micorriza en combinación con 
P. fluorescens presentó la infección más baja, con 37,6% 
al momento de la floración, 33,9% al llenado de vainas 
y 34,0% a la cosecha. Los factores causantes de la baja 
colonización de las plantas podrían estar relacionados 
con el sinergismo entre los dos organismos, ya que ellos 
compiten por nutrientes del suelo y por espacio en la 
raíz; con una reducción en la viabilidad de las esporas o 
con una germinación deficiente.
La baja tasa de infección de la micorriza también po-
dría deberse a un contacto irregular con las raíces del 
fríjol y a su distribución al azar en el suelo, lo que podría 
evitarse con una inoculación de las plántulas en el mo-
mento de la siembra. Este tratamiento con la micorriza 
presentó una menor esporulación: 19,9 al momento de la 
floración, 12,8 al llenado de vainas y 18,8 a la cosecha.
El tratamiento de la micorriza más P. fluorescens pre-
sentó un número de esporas similar al de la micorriza 
sola, con 28,0 esporas al momento de la floración, 11,1 
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esporas al llenado de vainas y 15,5 a la cosecha. Esta 
baja esporulación podría indicar que, ante las limita-
ciones para la infección, el proceso reproductivo se vio 
afectado; esta situación quizá esté también relacionada 
con la invasión de la raíz y con la presencia de algunos 
factores desfavorables a la esporulación. 
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